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PRESENCA DE COPROANTIGENIOS DE GIARDIA DUODENALIS EM GATOS DE RUA
DA REGIAO DE LISBOA

RESUMO

Giardia duodenalis é um protozoario parasita do sistema digestivo de aves, anfibios e
mamiferos, incluindo o Homem. Embora a infe¢cdo por G. duodenalis possa causar doenca
moderada a grave, o nimero de infe¢fes subclinicas € muito superior ao nUmero de casos de
giardiose. Quando ocorre doenca, o principal sinal clinico observado € a diarreia, que pode
ser acompanhada por vOmitos, dor abdominal e atrasos no crescimento. Apesar de
aparentemente saudaveis, 0s gatos portadores sao capazes de transmitir o parasita a outros
animais incluindo aos seres humanos.

Este estudo teve como objetivos determinar a presenca de coproantigénios de Giardia
duodenalis em gatos de rua da regido de Lisboa, avaliar os conhecimentos que as pessoas
gue recolhem animais tém acerca deste parasita e verificar qual a exposicdo que outros
animais e humanos teriam aquando da recolha desses gatos. O grupo dos humanos incluia

diferenciacao entre adultos e criancas / idosos, estes ultimos considerados grupos de risco.

Recorrendo ao uso de testes rapidos de detecdo de Giardia duodenalis por
imunocromatografia, detetou-se a presenca de antigénios de Giardia duodenalis em nove das
100 amostras fecais testadas (9,0%). O conhecimento acerca deste parasita foi praticamente
nulo. Alguns dos gatos, incluindo os infetados com Giardia duodenalis tiveram ou irdo ter

contacto com outros animais e com humanos, alguns deles pertencentes a grupos de risco.

Este estudo vem realgar a necessidade de alertar a comunidade veterinaria e 0s
proprietérios para o risco de infecao da populagéo felina por este parasita. Devido ao potencial
zoonotico deste protozoario, seria importante avaliar quais 0s genoétipos presentes nas

amostras fecais felinas e implementar medidas profilaticas para proteger animais e pessoas.

Palavras-chave: Giardia duodenalis, coproantigénios, gatos de rua, Lisboa.



PRESENCE OF GIARDIA DUODENALIS COPROANTIGENS IN LISBON REGION STRAY
CATS

ABSTRACT

Giardia duodenalis is a protozoan parasite of the digestive system of birds,
amphibians and mammals, including man. Although the infection by G. duodenalis can cause
moderate to severe disease, the number of subclinical infections is much higher than the
number of cases of giardiasis. When the disease occurs, the main clinical sign observed is
diarrhea which can be followed by vomiting, abdominal pain and stunted growth. Although
apparently healthy, cats are carriers capable of transmitting the parasite to other animals

including humans.

This study aimed to determine the presence of coproantigens of Giardia duodenalis
in stray cats in the Lisbon region, to assess the knowledge that people who collect animals
have about this parasite and to find what exposure to other animals and humans have in the
collection of these cats. The human group included a differentiation between adults and

children / seniors, the latter considered risk groups.

Using immunochromatographic rapid tests it has been detected the presence of
Giardia duodenalis antigens in nine of the 100 fecal samples tested (9.0%). The knowledge of
this parasite was virtually null. Some of the cats, including those infected with Giardia
duodenalis had or will have contact with other animals and humans, some of them belonging

to risk groups.

This study has highlighted the need to alert the veterinary community and the owners
of the risk of infection by this parasite in feline population. Because of the zoonotic potential of
this parasite, it would be important to evaluate which genotypes are present in feline fecal

samples and implement preventive measures to protect animals and people.

Keywords: Giardia duodenalis, coproantigens, stray cats, Lisbon.



Abreviaturas, siglas e simbolos

% - Percentagem

a.C. - Antes de Cristo

ADN - Acido desoxirribonucleico

ELISA - Imunofluorescéncia indireta de ensaio enzimatico
FEDIAF - European Pet Food Industry Federation
IgA - Imunoglobulina A

IgE - Imunoglobulina E

°C — Graus Celcius

OMS - Organizacdo Mundial de Saude

PCR - Reacédo em cadeia da polimerase

pH — Potencial hidrogénico

rDNA - DNA Ribossémico

RNA — Acido ribonucleico

rRNA - Acido ribonucleico ribossémico

pm — Micrometro



indice geral

(D= [ ToF= (o] - PP 2
JaNe | =T [=Tor 0 g T=T o1 01 F PP P PP PP O PPPPPPRPPRPN 3
R SUIMIO ..o e e 4
Y 011 1= X PP 5
Abreviaturas, siglas € SIMbOIOS ... ... 6
1Yo [ToT=N o T= = T 7
INAICE @ TADEIAS. ......c.ecveeeeeeeeeee ettt ettt ettt ae et et e et eneeteete et e e eneereaaens 9
1Yo [ToT=Yo [N e S =Y RPRTROTTR 10
O [ 11 (0o [§ o= T F TR T T PPRTTPTPTRI 11
A S CoAV/ 1T Toll o] ] ol T = ox= USSP 13
P R o 11 (o] - PP PP POPPPPPPPRPP 13
20 Y o 5 (o] (oo |- USSP 14
P R I (] {0740 1 (0 1 TP PP P PP PPPPPPPP PPN 15
2.2.0. 1 NUCIBOS ...ttt ettt e e e e e e e bbbttt e e e e e e e ettt bt et e e e e e e e e nnnbene e 16
2.2.1.2 Flagelos € eStruturas asSSOCIAUAS .........uuuuiiiiieeeiiiiiiiiiee e e e ee e e eerteee e e e e e e eeart e e e 16
2.2.1.3 COrpoS MEAIANOS ......ccceiiiiiiieei et 16

2.2 04 FUNIS ...ttt e et e e e e e 17
2.2.1.5 DisCo adesSiVO VENTIal..........coooiiiiiiiiii 17
WA O 1 1) (o 1= PP RP 18
2.2.2.1 CAUA@ ..o 19

2.3 CUCIO T8 VIO ...ttt 19
2.3.1 DESENQUISTAMENTO ...uuuii et e e e e et e e e e e e e ettt e e e e e e e e e e sttt e e e eaeeeeesrttaaaaaeeaeas 20
2.3.2 Fixag8o ao epitélio INteStINGl ...........ooiiiiiiiiiiiiiii e 22
2.3.3 MURIPHCAGAO ... 23
2.3.4 ENQUISTAMENTO ..o 23

2.4 Espécies e ClasSifiCagao taXONOMUCA. ... ...uuuruurrerrerrnreeennneeaneneeeeennnnnnnnnnnnnnnnnnnnenenennnnnnnnnnnes 26
2.5 EPIOEMUOIOGIA. ...ttt 29
2.5.1 Epidemiologia da giardiose em Portugal...............ooiiiiiiiiiiiii e 32
2.6 Fisiopatologia € SINAIS CIINICOS ......cooiiiiiiiiiiiiie e e e e e e 33

P A T To [ [0 1] o o PP TP PPPPPPPRPR 35



P2 S TR I =1 £= 10 =] 1] (0 37

2.9 PIOFUIAXIA «.oee ittt e e e e 38
G T O o= 11701 7SS 39
4. MALErial @ MELOUOS ....cceiiiiiiiiiee ettt oottt e e e e e ettt e e e e e e e s e bbb e e e e e e e e e e e s annneeees 40
4.1 AMNOSIIAS ...ttt 40
I @ U= Ao =g T 40
4.3 Pesquisa de COPrOantigENIOS. .......cuuuuuiieieeeeeeeeiiiee s e e e e et e s e e e e e e e ettt e e e e e e e e e e aaata e aeaees 41
4.4 AnAlise eStatiStiCa ... ... 43
5. RESUIAAOS. ... 44
5.1 DISCUSSEO. ...ttt e e e ettt e e ettt et e o444 et e e et e e e e e e e b e et e e e e e e e r e e e e e e e 48
B. CONCIUSAD.....cciiiiiiiiiiie e 51
Referéncias BibIOGIafiCaS .........cooiiiiiiiiiii e e e et e e e e e aanaes 52
APENAICE 1 — QUESHIONANIO. ...\ttt e e e e e I
Apéndice 2 — Tabela de resultados do qUESLIONANIO ..., v
Anexo 1 - WITNESS® GIARDIA — INStrugOes dO teSte........viiieiiieiiiiie e VI



indice de tabelas

Tabela 1 - Espécies pertencentes ao género Giardia (Monis et al., 2009)........ccccoeeeeviviiiiiinnnnnn. 27
Tabela 2 - Proposta para nova taxonomia de Giardia spp. (adaptado de Monis et al., 2009).... 29
Tabela 3 - Estudos de prevaléncia de Giardia spp. efetuados em varios paises, em gatos....... 31
Tabela 4 - Estudos de prevaléncia de G. duodenalis efetuados em cées, na Europa. .............. 32
Tabela 5 - Frequéncias de resultados determinados para cada uma das variaveis mencionadas

Lo R0 U T=ES 1] o= T [ TP 44
Tabela 6 - Relacdo estatistica entre resultado do teste e idade do gato e resultado de aplicagéo

de teste Chi QUAArado..........c.ooiiiiiei e 46



indice de figuras

Figura 1 - Quistos e trofozoitos de Giardia duodenalis............ccccooeviiiiiiiiiiiiii e, 14
Figura 2 - Esquema de trofozoito de Giardia duodenalis, com o disco ventral, nucleos, corpos

medianos e quatro pares de flagelos ...........ueiiii i 15
Figura 3 - Quistos de Giardia duodenalis visualizados em microscépio OtiCo.........cccceeeeeeeerennns 19
Figura 4 - Ciclo de vida de Giardial SPP. «..ooooeeeeeeeeeeeee e 20
Figura 5 - Processo de desenquistamento de Giardia duodenalis em cultura axénica.............. 21
Figura 6 - Fixac@o dos parasitas ao epitélio iNtestinal ... 22
Figura 7 - Citocinese em Giardia duodenaliS ..........ccooceiiiiiiiiiiiii e e e 23
Figura 8 - Fases do enquistamento, observadas por microscopia eletronica .................cccceeues 25
Figura 9 - Kit de teste WITNESS® GIARDIA. ... 42
Figura 10 - Teste WITNESS® GIARDIA apds realizaGao..........cccoeeeeeeeeieiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee, 43

10



1. Introducéo

O protozoario Giardia duodenalis afeta o intestino delgado de uma ampla variedade de
hospedeiros, incluindo animais domésticos e silvaticos e, também, seres humanos (Hunter &
Thompson, 2005; Mundim et al, 2007; Thompson et al., 2008). Estes parasitas tém
caracteristicas que permitem a sua viabilidade no ambiente durante semanas ou meses. A
infecdo por G. duodenalis pode causar doen¢ca moderada a grave; contudo, o numero de infecdes
subclinicas em caes e gatos € muito superior (Palmer et al., 2008, Bowman & Lucio-Forster,
2010). Quando ocorre doenca, o que sucede, particularmente em animais jovens, animais
imunodeprimidos e em animais que vivem em aglomerados, como canis e gatis, o principal sinal
clinico observado é a diarreia aguda ou crénica, que pode ser acompanhada por atrasos no
crescimento, ma formacgédo e, raramente, vomitos (Thompson et al., 2008). Apesar de
aparentemente saudaveis, os cdes e gatos portadores podem transmitir 0 parasita a outros
animais e também ao Homem.

Os gatos foram domesticados por volta de 3.000 anos a.C., no Egito, onde eram
venerados e considerados sagrados. Nos dias atuais sdo mascotes muito comuns,
proporcionando inimeros beneficios ao ser humano tais como companhia e suporte psicolégico.

Em 2014, a Federacédo Europeia da Industria de Alimentacao para Animais de Companhia
- FEDIAF, estimou que existissem na Europa perto de mil milhdes de gatos domésticos. Em
Portugal, um quinto das habitacdes tem pelo menos um gato e estima-se que o numero de gatos
domeésticos seja cerca de um milhdo e trezentos mil.

Apesar dos beneficios advindos do contato proximo, ha que considerar a possibilidade de
transmissdo de agentes zoonoéticos de gatos aos humanos, como é o caso dos parasitas do
género Giardia, principalmente a populagfes de risco, tais como criangas, gestantes, idosos e
imunodeprimidos (Martinez-Moreno et al., 2007; Gracenea et al., 2009; Almeida et al., 2010;
Heukelbach et al., 2012). Estudos moleculares mostraram que G. duodenalis compreende pelo
menos sete gendtipos (A-G). Os genotipos A e B sdo os Unicos associados as infe¢cdes em seres
humanos, embora também tenham sido detetados numa ampla variedade de mamiferos
domésticos e silvaticos. Regra geral, os gatos albergam o genoétipo F gato-especifico, e
ocasionalmente os genotipos A e B (Thompson et al., 2008; Scorza & Lappin, 2010).

Tendo em conta o reduzido nimero de estudos realizados em Portugal acerca da
prevaléncia de Giardia duodenalis em animais domésticos, nomeadamente em gatos, o principal
objetivo deste trabalho foi avaliar a presenca de coproantigénios deste protozoario em gatos de

rua, ou recém adotados, da area metropolitana de Lisboa. Foi, também, objetivo deste trabalho
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avaliar os conhecimentos acerca deste protozoario de quem os trata e/ou adota. Sabendo que
qualquer animal de rua é um potencial portador de doencas, também se pretendeu verificar quais
os cuidados adotados por estas pessoas a fim de reduzir ou evitar o contacto entre estes animais
e 0s demais habitantes da casa, fossem eles outros animais ou pessoas, incluindo as

pertencentes a grupos de risco.
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2. Revisdao bibliografica

2.1 Historia

Giardia sp. foi o primeiro protozodrio intestinal humano a ser conhecido. A sua primeira
descricdo data de 1681, efetuada por Anton van Leeuwenhoek que observou ao microscopio
seres moveis nas suas fezes diarreicas, aos quais chamou animéculos (Adam, 1991).

O parasita foi descrito novamente em 1859, pelo médico checo Vilém Dusan Lambl, que
o denominou Cercomonas intestinalis. Esta seria a primeira descricdo morfolégica detalhada do
parasita. Em 1876 surge nova descricdo do parasita, feita pelo bidlogo francés Alfred Mathieu
Giard. A primeira identificagédo de Giardia sp. em animais foi feita em 1879 por Giovanni Battista
Grassi que observou o parasita em roedores, sugerindo dar-lhes o nome de Dimorphus muris
(Dobell, 1919).

Foi Kunstler que em 1882, ap0s a observagcédo de parasitas flagelados no intestino de
girinos de anfibios anuros, usa 0 nome pela primeira vez e cria 0 género Giardia (Ali & Hill, 2003).
Nos anos seguintes este protozoario teve nomenclaturas como Lamblia intestinalis, Giardia
intestinalis, Giardia lamblia e Giardia enterica (Adam, 2001).

Em 1915, a equipa do zodlogo Charles Stiles criou o nome Giardia lamblia, para
homenagear as pesquisas de Alfred Mathieu Giard e Vilém Dusan Lambl.

Em 1979, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) reconhece o potencial zoonético de
Giardia spp. e em 2004 foi incluida na “Iniciativa das Doengas Negligenciadas” (Thompson, 2008;
Ringqvist, 2009; Geurden et al., 2010).

Atualmente, o protozoério Giardia lamblia também recebe as denominacdes de Giardia
duodenalis e Giardia intestinalis; contudo, de acordo com o Cédigo Internacional de Nomenclatura
Zoolbgica, 0 nome correto para a espécie de Giardia que parasita humanos e outros mamiferos
é Giardia duodenalis, embora os outros nomes sejam frequentemente utilizados, principalmente

para os isolados de origem humana (Monis et al., 2009).
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2.2 Morfologia

Os protozoarios deste género sdo unicelulares, binucleados, flagelados e anaerdbios
facultativos. Este organismo eucariota apresenta varias peculiaridades, ao ter mantido algumas
propriedades dos ancestrais procariotas, tais como auséncia de mitocondrias, peroxissomas e
um aparelho de Golgi tradicional (Caccio & Sprong, 2010; Plutzer et al., 2010). Ao longo do ciclo
de vida este parasita adquire duas formas morfologicamente distintas (Figura 1): o trofozoito, que
coloniza o intestino delgado proximal do hospedeiro, responsavel pela infecdo e pela
sintomatologia, e o quisto, forma resistente e infetante para outros animais, capaz de se manter
vidvel durante meses no ambiente, em condi¢cdes favoraveis. Este parasita apresenta um
complexo citoesqueleto estruturado por microtibulos, composto por tubulinas, com a fungéo de
conferir a manutencdo da forma, a organizacdo da célula, o transporte citoplasmatico, a
motilidade e a divisdo celular. O citoesqueleto de Giardia spp. é representado, principalmente,
pelo disco adesivo ventral, flagelos, funis, nacleos e pelos corpos medianos (Frasson et al., 2010).
As estruturas que sdo observadas nos trofozoitos (flagelos, vacuolos, ribossomas e elementos
estruturais do disco ventral) estdo contidas de forma desordenada nos quistos (Paulino, 2005;
Silva, 2010).

Figura 1 — Quistos (A) e trofozoitos (B) de Giardia duodenalis (http://ppsus.cederj.edu.br).
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2.2.1 Trofozoitos

Os trofozoitos (Figura 2), que se desenvolvem no intestino delgado a partir de quistos
ingeridos, séo piriformes, com simetria bilateral e, consoante a espécie, medem entre 12 a 15um
de comprimento por 5 a 9um de largura. Dorsalmente sdo convexos e na face ventral sdo
cbncavos (Monis et al., 2003; Soares et al., 2008). O citoesqueleto é constituido por dois ndcleos,
quatro pares de flagelos, oito corpos basais, dois corpos medianos e um disco adesivo ventral. O
complexo de Golgi apenas é visivel durante a fase de enquistamento, ndo estando confirmada a
sua presenca no trofozoito embora a visualizagcdo de membranas empilhadas sugiram a sua
existéncia (Adam, 2001).

NdGcleo = Corpo basal
//7‘ -2
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: ~0e 2
\ | /
AN { ~ f I~ . ~ “ - » ~
Flagelo \ ) - ’,/ Disco ventral -
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’ \
\ "
Flogolo } : &
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Flagelo—=/ o tral \ L ¢
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. | :
A / N\e=- Flagelo caudal » B ’\

Figura 2 — (A) Esquema de trofozoito de Giardia duodenalis, com o disco ventral, nicleos, corpos medianos e
quatro pares de flagelos (adaptado de Faubert, 2000). (B) Fotomicrografia de trofozoitos de G. duodenalis, obtida
por microscopia Otica de campo claro e corada com Giemsa (ampliagdo de 640x)
(http://www.atlasdeprotozoologia.org/#!girdia/c1kf6).

A percecao das diferengas entre espécies € detetavel a nivel molecular e também a nivel
morfoldgico, em particular através da forma do trofozoito, da forma dos corpos medianos e do

tamanho do disco ventral (Monis et al., 2003).
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2.2.1.1 Nucleos

Os dois nucleos diploides de Giardia spp. sdo morfologicamente idénticos e ambos
possuem atividade transcripcional, ao contrario dos demais protozoarios binucleados, em que os
nucleos sao morfologicamente distintos. Permanece pouco claro o papel funcional da duplicidade
dos nucleos (Walls, 2010).

2.2.1.2 Flagelos e estruturas associadas

Os flagelos emergem a partir dos corpos basais, localizados no polo anterior do par de
nucleos e dorsalmente em relacdo ao disco ventral. A sua funcdo esta relacionada com a
mobilidade do trofozoito, mas também podem impedir que estes sejam arrastados pelos
movimentos peristalticos intestinais (Frasson et al., 2010, Walls, 2010). Assume-se que 0S
flagelos possam ter um papel importante na fase de desenquistamento, pelo facto de surgirem
precocemente neste processo (Adam, 2001).

Os axonemas intracelulares dos flagelos anteriores estendem-se anteriormente,
atravessando a linha média, e depois posteriormente, antes de emergir da célula. Densas massas
fibrosas estdo associadas a superficie cbncava dos axonemas dos flagelos anteriores, compostas
por actina e a-actinina. Estas estruturas podem servir ou reforcar as capacidades contrateis
(Feely et al., 1984).

Para além da presenca das proteinas flagelares classicas foi descrita a presencga de a14-
giardina associada aos microttbulos nas regifes proximal e terminal dos flagelos (Vahrmann et
al., 2008; Pathuri et al., 2009) e de a19-giardina detetada apenas no flagelo ventral (Saric et al.,
2009).

2.2.1.3 Corpos medianos

Os corpos medianos sdo estruturas Unicas deste género, razdo pela qual tém sido
utilizados como ferramenta taxonémica. A sua posi¢céo e a sua forma variam ligeiramente em

cada uma das vérias espécies, tal como definido por Filice (1952) e Feely (1984). Os corpos
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medianos localizam-se na linha média dorsal junto ao flagelo caudal e sdo constituidos por um
grupo de microtibulos em feixe apertado. Os dois corpos medianos de G. duodenalis tém
tipicamente forma de martelo ou garra. Estas estruturas tém sido propostas como local de sintese
dos microtubulos que constituem o disco ventral (Meng et al., 1990) e como reservatério de
subunidades de tubulina, formando-se antes da citocinese (i.e. divisdo da célula mée em duas
células filhas) (Brugerolle, 1975). A presenca deste reservatorio permite a rapida organizacéo de
estruturas como o disco ventral, potenciando a infecdo e minimizando a eliminacdo dos
trofozoitos pelos movimentos peristalticos, durante a sua divisdo. Outros autores (Piva &
Benchimol, 2004) sugerem que o corpo mediano é necessario para o descolamento da célula,
embora esta hipotese ndo tenha ainda sido comprovada (Dawson & House, 2010).

2.2.1.4 Funis

A funcéo desta estrutura ndo é, ainda, totalmente conhecida; no entanto, foi sugerida a
possibilidade de desempenhar um papel estrutural importante na manutencéao da forma da célula,
e de aumentar a acdo de flexdo da regido posterior da "cauda”, causando um movimento
especifico denominado por "flexdo dorsal de cauda”, facilitando o seu descolamento (Ghosh et
al., 2001, Campanati, 2002, Benchimol et al., 2004, Carvalho et al., 2004). Nao foi evidenciada a
presenca de actina nesta estrutura, sugerindo que a participacdo nos movimentos da célula seja
resultante da polimerizacao/despolimerizacdo dos microtubulos (Piva et al., 2004) ou da presenca

de uma proteina até ao momento desconhecida (Benchimol & Souza, 2011).

2.2.1.5 Disco adesivo ventral

Um importante constituinte do citoesqueleto é o disco ventral, sendo este considerado
uma estrutura exclusiva do género Giardia. O disco adesivo ventral ocupa a superficie ventral
anterior e esta rodeado lateral e anteriormente pelo sulco marginal, sendo a periferia do disco
ventral marcada pela crista lateral (Holberton, 1973). E uma estrutura rigida, e indispensavel para
a sobrevivéncia do parasita uma vez que permite a sua aderéncia ao intestino do hospedeiro
(Adam, 2001).
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O seu citoesqueleto € composto por uma complexa rede de microtubulos, formados por
microfilamentos associados a estruturas fibrosas. As duas principais proteinas do disco foram
identificadas por Holberton e Ward (1981) tendo sido designadas por giardinas (Crossley &
Holberton, 1983). As giardinas representam aproximadamente 20% das proteinas do disco
ventral. Existem proteinas associadas a mobilidade celular e contracao localizadas na periferia
do disco ventral (Feely, 1982). Assim, embora o0 disco seja uma estrutura rigida, a presenca
destas proteinas contrateis conferem-lhe uma certa flexibilidade, possibilitando a sua participacéo
no mecanismo de fixacdo da célula ao epitélio intestinal (Feely et al., 1984). A fixacdo mecanica
a mucosa ocorre devido ao desenvolvimento de uma pressdo negativa entre as superficies
(Wolfe, 1992). Para além das giardinas, foram, também, identificadas como principais
constituintes desta estrutura as tubulinas e a vinculina (Benchimol & Souza, 2011).

2.2.2 Quistos

Os quistos (Figura 3) apresentam uma forma eliptica ou oval, medindo cerca de 8 a 12um
de comprimento por 7 a 10um de largura e sdo imoveis (Soares et al., 2008). Esta forma
parasitaria encontra-se protegida por uma parede espessa e rigida constituida, principalmente,
por galactosamina (Ringqvist, 2009), sendo responsavel pela sobrevivéncia em &aguas
superficiais a baixas temperaturas durante semanas ou meses, e pela resisténcia a cloracdo e
ao acido gastrico do hospedeiro (Sogin et al., 1989, Huang & White, 2006). A elevada resisténcia
dos quistos de Giardia spp. assume uma importancia determinante na capacidade de transmisséo

hidrica do parasita.
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Figura 3 - Quistos de Giardia duodenalis (A) visualizados em microscépio 6tico (ampliacdo de
1600x) e (B) com recurso a coloragdo com lugol (ampliagdo de 640x)
(http://www.dpd.cdc.gov/dpdx/Default.htm).

A membrana pode apresentar um aspeto de duplo contorno limitante quando ocorre
retracdo do conteudo, com formacao de espaco entre o citoplasma e a parede (Paulino, 2005;
Silva, 2010). No seu interior existem corpos medianos, axonemas lineares e, consoante o seu
estado de maturidade, seja imaturo ou maturo, tem dois ou quatro nucleos, respetivamente
(Wolfe, 1992). Internamente, as estruturas mais evidentes sdo os funis e 0s axonemas, 0s quais

dividem a estrutura quistica em duas metades pelo eixo longitudinal.

2.2.2.1 Cauda

Aquando do enquistamento, os Ultimos flagelos a serem interiorizados sdo os caudais
que, em conjunto, formam a cauda. Os quistos com cauda foram observados em amostras fecais
humanas, tendo sido sugerido que os flagelos sdo envolvidos e sé posteriormente sofrem
retracdo (Erlandsen et al.,1996). Erlandsen et al. (1996) demostraram que as "caudas" estdo

cobertas com antigénios da parede do quisto e dos filamentos.

2.3 Ciclo de vida

O ciclo de vida deste parasita € monoxeno, tendo inicio com a ingestdo dos quistos por

via oral (Figura 4). A transmissao por via fecal-oral pode acontecer entre seres humanos, entre
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animais, de animal para o humano (ciclo zooantroponético) ou do humano para o animal (ciclo
antropozoongtico). Os mecanismos de transmissdo incluem ingestdo de agua ou alimentos
contaminados com quistos (Wang et al., 2012). A transmissdao direta é facilitada por fatores como
a alta densidade populacional (de animais ou seres humanos) e o contato proximo entre
hospedeiros infetados e suscetiveis em atividades recreativas, como a natacdo, em que possa

ocorrer a ingestéo acidental de 4gua contaminada (Bartmann 2002; Plutzer et al., 2010).

1 Quisto 2 Desenquistamento

3 Trofozoito

— Esté ~ 2 ;
s o‘r’r}’a’go 4 Divisdo binaria

: 5 Trofozoitos
7 Quistos 4 no intestino

& Enquistamento

Figura 4 - Ciclo de vida de Giardia spp. 1- Infe¢do do hospedeiro através de
agua ou comida contaminada; 2- Desenquistamento; 3- Trofozoito; 4- Fases
de divisdo binéria; 5- Adeséo e multiplicagdo dos trofozoitos no intestino; 6-
Processo de enquistamento; 7- Contaminag&o do ambiente com quistos
(http://ppsus.cederj.edu.br/site/visualizar?codigo=5535).

2.3.1 Desenquistamento

O desenquistamento é o processo pelo qual o quisto da origem ao trofozoito. Uma vez
ingerido, o quisto viaja pelo sistema digestivo do hospedeiro, e durante a passagem pelo
ambiente acido do estdmago juntamente com a agdo das enzimas pancreaticas, a rigida parede
do quisto degrada-se (Ortega & Adam, 1997). Este processo € completado pela libertacdo de
uma enzima primitiva da familia Catapsina B presente nos vacuolos intracelulares (Benchimol &
Souza, 2011). O quisto apresenta nesta fase as suas estruturas internas duplicadas, uma vez
gque a citocinese ainda ndo ocorreu. O estudo do desenquistamento por microscopia (Figura 5)
tem mostrado que o organismo passa por movimentos consideraveis ainda no interior do quisto,

seguido por uma rutura da parede do quisto no polo oposto ao dos nucleos (Filice, 1952; Bingham
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& Meyer, 1979; Meyer & Schaefer, 1984), através da qual os flagelos se estendem para o exterior
(Meyer & Schaefer, 1984). Este processo ocorre ao chegar ao intestino delgado onde encontra
as condicbes 6timas de sobrevivéncia e replicacdo dos trofozoitos (Lujan et al., 1998). Através
de movimentos rapidos do corpo e dos oito flagelos, o trofozoito liberta-se, iniciando de imediato
0 processo de divisdo binaria. Deste modo um quisto ira dar origem a dois trofozoitos (Ringqgvist,
2009). Cinco a dez minutos apés o inicio do desenquistamento, a um pH inferior a 2,0, o trofozoito

sofre citocinese e a morfologia tipica é rapidamente recuperada (Meyer & Schaefer, 1984).
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Figura 5 - Processo de desenquistamento de G. duodenalis em cultura axénica. A- Quisto
antes do desenquistamento; B a D- Fases do desenquistamento; F- cultura de trofozoitos
em monocamada. Fotografias de microscopio de contraste diferencial (Cruz et al., 2003).

Bingham & Meyer (1979) e Meyer & Schaefer (1984) induziram experimentalmente o
desenquistamento de quistos de Giardia spp. isolados a partir de varios hospedeiros tais como o
homem, o macaco, o cdo e o murganho pela exposicéo a solucdes acidas e a uma temperatura
de 37°C. Embora inicialmente tenha sido utilizado o acido cloridrico, verificaram-se resultados
semelhantes com a utilizacdo de outros acidos inorganicos. No entanto, a eficiéncia do
desenquistamento depende da relacao entre a forca do acido e o tempo de exposicao dos quistos
assim como da presenca de pepsina e de sais biliares.

Existem fatores que perturbam a fixacdo, tais como temperaturas abaixo dos 37°C,
aumento dos niveis de oxigénio ou diminuicdo da concentracdo de cisteina (Meyer & Schaefer,
1984).
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2.3.2 Fixacao ao epitélio intestinal

Apo6s a deslocacgdo pelo duodeno e ileo do hospedeiro, os trofozoitos migram para a
superficie das vilosidades, onde se fixam as células epiteliais, ndo havendo invaséo de tecidos.
A fixacdo dos trofozoitos ao epitélio intestinal ocorre por varios mecanismos, embora seja
provavel que o disco ventral desempenhe o papel mais importante desse processo, quer por
forcas hidrodindmicas geradas pelos flagelos sob o disco, quer pelo movimento do proprio disco
ventral, mediado pelas suas proteinas contrateis, principalmente as que existem na regido
periférica (Figura 6). O disco adesivo € exclusivamente adaptado para aderir a mucosa epitelial
que reveste o intestino, alternando entre as fases de fixacdo e de néo fixacdo. A complexidade
da divisdo e formacdo de um novo disco adesivo funcional ndo esta ainda completamente
compreendida. Esta informagéo € essencial para a compreensao da patogénese e protocolos de
tratamento, uma vez que 0 numero de parasitas aderidos ao epitélio intestinal influencia
diretamente a gravidade da doenga (Davids et al., 2006; Lauwaet et al., 2007; Tumova et al.,
2007; Hansen & Fletcher, 2008). A inibicdo da funcdo dos microfilamentos, provocada
farmacologicamente, inibe a fixacdo, demonstrando o papel central do disco neste processo

\

complexo. No entanto, a semelhanca de outros microrganismos, os trofozoitos de Giardia
possuem uma lectina na superficie de ligacéo, que parece existir no citoplasma na forma de pro-

lectina, sendo ativada pela tripsina (Farthing et al., 2004).
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Figura 6 - Fixacao dos parasitas ao epitélio intestinal (http://en.wikipedia.org).
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2.3.3 Multiplicacéao

A reproducdo de Giardia spp. parece ser estritamente assexuada, e este fato tem
implicagbes na sua taxonomia. No entanto, a identificacdo, no seu genoma, de muitos dos genes
necessarios a meiose, lanca duvidas sobre este paradigma, uma vez que dados experimentais
sugerem a possibilidade de recombinagéo do material genético entre os dois nucleos durante o
enquistamento ou desenquistamento (Ramesh et al., 2005; Ortega-Pierres et al., 2009). No
entanto, o significado completo desta descoberta ndo é claro, porque alguns dos genes
especificos da meiose podem ter como funcdo a reparacdo das cadeias de &cido
desoxirribonucleico (ADN). Mesmo que a reproducdo sexual ocorra nesta espécie, € considerada
um fendbmeno muito raro (Cooper et al., 2007).

Embora nos eucariotas a citocinese ocorra sempre no plano perpendicular ao eixo de
segregacao dos cromossomas, neste parasita € um ponto de controvérsia, uma vez que 0s varios
modelos propostos ndo conseguem explicar a duplicagéo dos sistemas celulares, nomeadamente
o nucleo e o aparelho flagelar (Dawson et al., 2011). Baseado nos trabalhos até hoje publicados,
Giardia spp. sofre divisdo celular ao longo do plano sagital (Figura 7), sendo o plano frontal da

célula filha perpendicular ao plano frontal da célula mae (TGmova et al., 2007b).
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Figura 7 - Citocinese em G. duodenalis (http://ppsus.cederj.edu.br). D — Disco adesivo ventral.

2.3.4 Enquistamento

O enquistamento corresponde ao processo de transformacdo do trofozoito num novo

quisto infetante (Lujan et al., 1998), e ocorre quando o ambiente interno se altera ou quando o
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hospedeiro estiver sob condicdes de stress (Hausen et al., 2006; Dubois et al., 2008; Midlej &
Benchimol, 2008). Através de estudos in vitro foram detetadas algumas condi¢des que interferem
no desencadear do processo, como a diminuicdo do colesterol, altas concentracbes de sais
biliares e acido tetradecandico e pH neutro. Os sais biliares parecem ter um papel duplo no ciclo
de vida deste parasita, a0 promoverem o seu crescimento e multiplicacdo por um lado, e por
outro, ao garantirem que este complete o seu ciclo de vida através do enquistamento (Adam,
2001).

O ambiente ideal para a sobrevivéncia dos trofozoitos € no jejuno, pois é rico em
nutrientes e é onde ocorre a maior parte da absor¢cado de colesterol. Sendo Giardia spp. um
eucariota, necessita de colesterol para a sintese das membranas, pois é incapaz de o sintetizar.
Ao longo do intestino o ambiente torna-se cada vez mais pobre em colesterol, principalmente no
intestino grosso, sugerindo que a diminuicao/auséncia de colesterol ative 0s genes necessarios
para que se inicie o processo de enquistamento (Lujan et al., 1998). As mudancas ultaestruturais
do citoesqueleto ocorrem durante a morfogénese do quisto. A formacao do quisto é antecedida
por uma expansao do reticulo endoplasmaético, o que permite a rapida sintese de duas proteinas
dominantes da parede do quisto, a Cist Wall Protein 1 e a Cist Wall Protein 2 (EImendorf et al.,
2003).

Como os flagelos e o disco ventral sédo estruturas desnecessarias a viabilidade do quisto
seria de esperar a sua despolimerizacdo em mondmeros e 0 seu armazenamento até serem
necessarios para a reconstrucado do citoesqueleto, durante o processo de desenquistamento.
Curiosamente, este parasita € muito conservador, dividindo simplesmente o disco e os flagelos
em varios fragmentos, armazenando-0s no citoplasma do quisto e, aparentemente, remontando
os fragmentos, como pecas de puzzle, durante o desenquistamento (Sheffield et al., 1977).

Os trofozoitos de Giardia spp. sofrem uma mudanca gradual da forma piriforme achatada
dorsoventralmente para uma forma mais esférica ou ovéide (Figura 8). O arredondamento celular
€ provocado pelo aumento gradual do bordo da membrana, formando-se uma depresséo céncava
na sua regiao ventral. O quisto imaturo apresenta uma cauda sendo, também, possivel observar
0 aparecimento de um opérculo delimitador da célula na ultima fase. O material fibrilar é
depositado gradualmente sobre a célula e os flagelos sao progressivamente interiorizados a
medida que a célula se dobra devido ao aumento do tamanho do bordo (Midlej & Benchimol,
2009).

Durante o enquistamento, proteinas envolvidas nesse processo sao libertadas através de

vesiculas constituindo a base para os testes de antigenios fecais para Giardia spp. O quisto
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infecioso chega ao ambiente através das fezes, sendo considerado o estadio de diagnéstico do
parasita (Thompson et al., 2008; Bowman, 2009). O quisto é excretado pelo hospedeiro de forma
intermitente (Thompson et al., 2008) possuindo um trofozoito em mitose latente que permanece
infecioso por meses em ambientes secos e humidos (Adam, 2001; Dubois et al., 2008; Xiao &
Fayer, 2008). Esta caracteristica de sobrevivéncia no ambiente é o fator mais importante para a
alta prevaléncia da giardiose a nivel mundial (Chavez-Munguia et al., 2004; Hausen et al., 2006;
Chavez-Munguia et al., 2007).

Os trofozoitos também podem ser libertados para o ambiente, embora esta situacao
apenas ocorra caso a motilidade intestinal se encontre aumentada e em presenca de diarreia
com consisténcia muito liquida. Esses trofozoitos irdo morrer fora do hospedeiro e ndo se

tornardo infeciosos para outros animais ou seres humanos (Bowman, 2009).

Figura 8 - Fases do enquistamento, observadas por microscopia eletrénica. Mudancas
graduais nos trofozoitos (A-O), forma esférica ou ovoide (C-D), deposicdo de material
fibrilar (F), arredondamento celular (K-N) quisto imaturo com cauda (J-M), interiorizacao
dos flagelos (E-J) (Midlej & Benchimol, 2009).
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2.4 Espécies e classificacdo taxondmica

O género Giardia inclui espécies de protozoérios flagelados, cosmopolitas que afetam um
largo e variado leque de hospedeiros, desde humanos a animais domeésticos e silvestres. O seu
microbidtopo € o intestino delgado onde se multiplica causando giardiose.

Este parasita tem atraido atenc&o devido a sua “natureza primitiva”, tendo sido descrito
como um féssil biol6gico, porque, embora seja um verdadeiro eucariota reteve peculiaridades dos
ancestrais procariotas, como a auséncia de mitocondrias e de aparelho de Golgi (Caccio &
Sprong, 2010). A taxonomia a nivel da espécie tem sido complicada e confusa ao longo dos anos,
devido a grande maioria das espécies ser descrita com base no hospedeiro (Thompson et al.,
2000), o que levou a descrigcdo de mais de cinquenta espécies. A incerteza taxonomica presente
ao longo dos anos gerou um impacto negativo na compreenséao da epidemiologia e no papel dos
animais domeésticos e silvestres como fonte de infecdo humana (Monis et al., 2009). De facto, a
falta de um método avaliativo de referéncia dificultou a caracterizagéo adequada das espécies de
Giardia presentes em cada isolado (Adam, 2001). No entanto, em 1952, Filice propds uma nova
avaliacdo taxonémica baseada nas caracteristicas morfolégicas, pondo de lado o critério relativo
ao hospedeiro levando a uma diminuicdo substancial do nimero de espécies reconhecidas
(Thompson, 2004).

Atualmente sao reconhecidas seis espécies de Giardia: G. duodenalis, G. agilis, G. muris,
G. psittaci, G. ardeae e G. microti (Tabela 1). Estas espécies foram distinguidas e caraterizadas
com base na microscopia 6tica, por observacdo da forma do trofozoito e do corpo mediano, e por

microscopia eletrénica em relacéo aos flagelos e disco ventral (Plutzer et al., 2010).
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Tabela 1- Espécies pertencentes ao género Giardia (Monis et al., 2009).

Espécies Hospedeiros Caracteristicas morfolégicas Dimensdes do trofozoito
Comprimento | Largura
G. Mamiferos Trofozoitos em forma de pera com corpos 12-15 pm 6-8 um
duodenalis domésticos, medianos em forma de gancho.
silvaticos e o
Homem
G. agilis Anfibios Trofozoito longo e esguio com corpos medianos | 20-30 pm 4-5 pym
em forma de gota alongada.
G. muris Roedores Trofozoito arredondado com corpos medianos | 9-12 pm 5-7 pm
pequenos e arredondados.
G. ardeae Aves Trofozoito arredondado, com entalhe 10 pm 6,5 um
proeminente no disco ventral e flagelo caudal
rudimentar. Corpos medianos ovais em forma
de garra.
G. psittaci Aves Trofozoito em forma de pera e corpos medianos | 14 um 6 pm
em forma de garra.
G. microti Roedores Trofozoito semelhante a G. duodenalis. O quisto | 12-15 um 6-8 um
contém trofozoitos totalmente diferenciados.

A questdo do potencial zoonético e a especificidade de hospedeiro promoveu uma série
de experiéncias nas quais se tentou averiguar a transmissdo cruzada. A interpretacdo desses
resultados foi dificil devido a varios fatores procedimentais, nomeadamente o nimero de quistos
utilizados para promover a infecdo e a nao caracterizagdo genética dos isolados (Monis et al.,
2009). Antes dos avancos das técnicas moleculares, a cultura de isolados individuais era um
procedimento obrigatério, mas com a evolu¢do das técnicas de Reacao em Cadeia da Polimerase
(PCR, do inglés Polymerase Chain Reaction) a identificacdo do parasita pode ser feita
diretamente a partir de amostras fecais e ambientais (lvanov, 2010). A década passada foi
marcada por grandes progressos na compreensdo da estrutura e da populacdo de Giardia spp.,
através da aplicacdo de um painel de técnicas moleculares e andlise dos loci genéticos
conservados, como por exemplo o Acido Ribonucleico Ribossomal (rDNA) (Thompson et al.,
2000). A realizacdo de estudos onde se comparavam dados relativos a antigénios, isoenzimas e
sequéncias de ADN de isolados de origem animal e humana, demonstraram uma consideravel
diversidade no grupo morfologico G. duodenalis (Caccio et al., 2002). Os genotipos deste grupo

foram nomeados apés a descoberta de substanciais diferencas em genes como os que codificam
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a glutamato desidrogenase, a triosfosfato isomerase e a B-giardina (Plutzer et al., 2010). Foi
demonstrado que G. duodenalis ndo é uma espécie uniforme, mas antes um complexo de
espécies, morfologicamente similares, com diversidade genética e exibindo uma adaptacao a
diferentes hospedeiros (Thompson, 2004). Estudos de eletroforese de enzimas demonstraram a
primeira evidéncia de que alguns genétipos, nomeadamente os gendtipos de C a G, possuiam
uma marcada especificidade de hospedeiros (Monis et al., 2009). Os isolados de origem humana
pertencem a um de dois gendtipos, A ou B, pelo que se tém realizado diversos estudos para
compreender se existe alguma associacdo entre estes dois gendtipos de G. duodenalis e a
gravidade da doenca. Os resultados séo inconsistentes e contraditdrios, pois em alguns estudos
0 genotipo B é associado a doenga sintomética com diarreia persistente, enquanto noutros €
associado a infecdo assintomatica, ocorrendo o0 mesmo em relacdo ao genoétipo A (Caccio &
Ryan, 2008). Os gatos podem albergar o genétipo F gato-especifico e, também, ocasionalmente
0s gendtipos A e B (Xiao & Fayer, 2008, Scorza & Lappin, 2010). Estudos recentes verificaram
que a atribuicdo de gendtipos especificos a isolados de G. duodenalis nem sempre é fiavel, pois
com o uso de marcadores diferentes podem-se obter resultados diferentes. Este fenémeno foi
verificado tanto em isolados de origem animal como humana, levando a classificacdes
contraditérias consoante os marcadores empregues. Desta forma, alguns isolados eram
considerados potencialmente zoonéticos com um marcador, mas com outro marcador eram
considerados especificos de um hospedeiro (Caccio & Ryan, 2008). Estas diferencas de
classificagdo, consoante os marcadores genéticos, poderdo ser explicadas pela amplificacéo
preferencial de um gendtipo em relacdo a outros em infecdes mistas, retencéo de polimorfismos
ancestrais e eventos de recombinagéo sexual (Caccio & Ryan, 2008).

A classificacdo taxondémica de Giardia spp. ainda se mantém controversa, sendo que
alguns autores acreditam que o0 hospedeiro de origem nao constitui um critério adequado de
classificagdo, visto que a analise de ADN mostrou que as espécies de Giardia de uma mesma
espécie de hospedeiro podem ser bastante distintas, enquanto que espécies encontradas em
diferentes hospedeiros podem apresentar-se idénticas. Esse fator dificulta o estabelecimento do
potencial zoonético deste protozoario, embora a OMS ja considere essa doen¢ca uma zoonose,
baseada em evidéncias de contaminacgdo de reservatorios de agua por animais parasitados.

Segundo Monis et al. (2009), existem razBes para considerar uma nova revisdo
taxondmica (Tabela 2), entre elas: i) a necessidade de reconhecer as diferencas biolégicas e
evolutivas dentro de G. duodenalis, em especial a especificidade de hospedeiros; ii) 0 uso de

sequéncias de ADN para identificar e discriminar espécies morfologicamente semelhantes; e iii)
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0 reconhecimento dos diferentes gendtipos de G. duodenalis como espécies distintas,

correlacionando-as com o potencial zoonético.

Tabela 2— Proposta para nova taxonomia de Giardia spp. (adaptado de Monis et al., 2009)

Espécies (gendtipos) Hospedeiro (s)

G. duodenalis (gendtipo A) Homem, primatas, animais de producéo, gato, céo,
roedores, alguns mamiferos silvestres

G. enterica (gendtipo B) Homem, primatas, céo, alguns mamiferos silvestres

G. canis (genotipo C/D) Céo e outros canideos

G. bovis (gendtipo E) Animais de producao (bovinos, ovinos)

G. cati (gendtipo F) Gato

G. agilis Anfibios

G. muris Roedores

G. psittaci Aves

G. ardeae Aves

G. microti Roedores

2.5 Epidemiologia

Giardia duodenalis € um protozoéario intestinal com distribuicéo global sendo considerado
um dos dez parasitas mais comuns no Homem e uma das principais causas de diarreia ndo viral
em humanos e animais (Thompson et al., 2000). Aproximadamente 200 milhdes de pessoas na
Asia, Africa e América Latina tém giardiose sintomatica, e todos os anos s&o descritos cerca de
500.000 novos casos (Caccio & Ryan, 2008). Apesar de ser uma doenca de comunicagao
obrigat6ria em muitos paises, sdo poucos os que fornecem nimeros concretos quanto a evolucdo
desta parasitose em termos estatisticos. Na América do Norte, onde é feito este controlo, o
namero de infecdes anuais é cerca de 20.000 (Painter et al, 2015).

Em humanos, esta parasitose esta intimamente relacionada a aglomerados populacionais
com mas condi¢Bes de higiene e saneamento basico deficiente, cenario comum em paises em
desenvolvimento (Traub et al., 2004). Nos paises desenvolvidos é o parasita intestinal mais
comum sendo considerado como reemergente e responsavel pelo aparecimento de surtos

ocasionados por veiculacdo hidrica, principalmente em creches (Thompson et al., 2000;
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Thompson, 2004; Caccio et al., 2005; Karanis et al., 2007; Baldursson & Karanis, 2011; Franco
et al.,, 2012). De entre as caracteristicas mais importantes atribuidas ao género Giardia para
explicar a sua preponderancia nos surtos por veiculacdo hidrica, destacam-se: i) o seu ciclo
monoxeno, em que o hospedeiro elimina grande quantidade de formas infetantes (quistos) nas
fezes, face ao reduzido numero necessario para causar infecdo; ii) os quistos serem
imediatamente infeciosos apds a excrecado nas fezes e poderem sobreviver durante semanas ou
meses no ambiente; iii) a elevada resisténcia dos quistos a acdo de muitos dos produtos utilizados
no tratamento da agua, bem como aos desinfetantes a base de cloro e iv) ao facto de ser um
parasita eurixeno com potencial zoonotico, capaz de infetar um elevado nimero de hospedeiros
(Karanis et al., 2007, Yoshiuchi et al., 2010).

Tendo em conta que um dos principais veiculos de transmisséo é a agua, a maioria dos
surtos de giardiose ocorrem devido a contaminacao das aguas de superficie através da descarga
de esgotos e da drenagem de terrenos que contém fezes de animais (Plutzer et al., 2010). O
mesmo tipo de contaminacdo pode ocorrer, também, em sistemas de agua subterraneos
(Thompson, 2004). As deficiéncias no tratamento da agua potavel sdo, também, citadas como
fonte de infecao, pois as concentragdes de cloro usadas na agua nao sédo suficientes para inativar
os quistos (Ortega & Adam, 1997). A agua de irrigacao utilizada para o cultivo de alimentos que
sao tradicionalmente consumidos crus (frutos e vegetais), também pode ser uma fonte de formas
infetantes de Giardia (Thompson, 2004). A possibilidade de os moluscos bivalves poderem
acumular quistos também ja foi demonstrada, indicando que o seu consumo sem tratamento
térmico prévio possa levar a casos de doenca (Plutzer et al., 2010). A transmisséo de Giardia
pela falta de higiene pessoal dos manipuladores de alimentos é pouco comum (Adam, 1991),
embora possa ocorrer indiretamente através da agua e/ou por comida contaminada com quistos,
ou diretamente em ambientes com méas condig¢fes higiénicas (Ilvanov, 2010).

A falta de educacao sanitaria dos seres humanos e os maus habitos relativos as condi¢cdes
de higiene no tratamento dos animais quer domésticos, quer de produc¢éo, tém contribuido para
0 aumento da infecdo em certas areas, sobretudo devido a defecacdo de ambos no ambiente e,
consequentemente, poluicdo da agua, oferecendo risco a saude publica e animal. Embora a OMS
reconheca o potencial zoonoético dos protozoarios do género Giardia, ndo se conhece o grau de
importancia dos animais para a infecdo humana e vice-versa, pois poucos estudos tém
comparado os isolados deste parasita obtidos de humanos e de animais a viver no mesmo lugar
(Caccio et al., 2005; Paulino, 2005; Smith et al., 2007). Assim, determinar os genoétipos

especificos para certos hospedeiros e 0s genétipos capazes de infetar varias espécies de animais
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permitiria elucidar e melhor compreender a ligacao entre a infecdo nos animais domésticos,

animais de producédo e humanos (Paulino, 2005, Thompson et al., 2008).

O protozodario Giardia tem sido detetado nas fezes de gatos em todo o mundo (tabela 3).

Ainda assim, a prevaléncia descrita tende a variar consideravelmente entre os estudos, pois é

influenciada pela sensibilidade dos diferentes testes de diagndstico, e pela metodologia utilizada,

sobretudo no que respeita ao nimero de amostras de fezes recolhidas por animal, uma vez que

a natureza intermitente da excrec¢éo do quisto poderd originar a obtencéo de falsos negativos
(Thompson et al., 2008).

Tabela 3- Estudos efetuados em varios paises de prevaléncia de Giardia spp. em gatos
(Adaptado de Bouzid et al., 2015).

Local do Origem das | Método de | Total de | Prevaléncia Referéncia

estudo amostras | diagndstico | amostras

Italia Domésticos PCR 146 8% Mancianti et al., 2014

Estados Domésticos ELISA 273 7% Queen et al., 2012

Unidos da e abrigo

América

Roménia Domésticos ELISA 117 23% Mirrean et al., 2011

Japao Errantes | Microscopia 321 8% Suzuki et al., 2011

Irdo Domésticos ELISA 150 3% Mosallanejad et al.,
2010

Reino Unido | Domésticos ELISA 55 5% Gow et al., 2009

Brasil Domésticos ELISA 462 16% Labarthe et al., 2008

Embora a prevaléncia real de Giardia spp. em gatos seja desconhecida, acredita-se ser a

responsavel por cerca de 20% dos casos de diarreias nesta espécie (Scorza & Lappin, 2010).

Alguns estudos sobre prevaléncia de Giardia spp. realizados na Europa, em caes,

confirmam a discrepancia de resultados obtidos (tabela 4).
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Tabela 4- Estudos de prevaléncia de G. duodenalis efetuados em cées, na Europa.

Local do | Origem Método de | N° de | Prevaléncia | Referéncia

estudo das amostras diagnostico | amostras

Cérdoba, | Canil publico Microscopia | 1800 1,0% Martinez Moreno et

Espanha al. (2007)

Roma, Canis publicos Microscopia | 1400 20,5% Scaramozzino et al.

Italia /PCR (2009)

Bélgica Canis de criacéo Microscopia | 1159 43,9% Claerebout et al.

(2009)

Londres, | Canis de abrigo ELISA 878 9,9% Upjohn et al. (2010)

Reino

Unido

Italia Cées errantes e | Microscopia | 14 64,2% Marangi et al. (2010)
semi-domiciliados | /PCR

Grécia Cdes de caca | Microscopia | 281 4,3% Papazahariadou et
/atividades al. (2007)
desportivas

Polénia Cées de caca | Microscopia | 25 28% Bajer et al. (2011)
/atividades /PCR
desportivas

Alemanha | Cdes errantes e | Microscopia | 341 11,4% Becker et al. (2012)
semi-domiciliados

2.5.1 Epidemiologia da giardiose em Portugal

Alguns estudos sobre Giardia spp. foram realizados em Portugal, sobretudo na pesquisa
do parasita a nivel ambiental e em criancas. A presenca de quistos de Giardia spp. em amostras
de agua de cinco praias fluviais do Norte do pais variou entre 38,3% (n=67/175) e 85% (n=63/74)
(Lobo et al., 2009; Almeida et al., 2010) enquanto em amostras de agua para consumo, apos
tratamento, a presenca do protozoario variou entre 5,1%, (n=9/175) (Lobo et al, 2009) e 15,6%
(n=26/167) (Almeida et al.,, 2010). A detecdo de quistos em criangas sem sintomatologia
gastrointestinal variou entre 6,8% (n=57/844) a nivel nacional (Julio et al., 2008) e 2,5% (n=8/316)
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em criancas que frequentavam escolas da regido de Lisboa (Ferreira et al., 2009). Das 190
pessoas (13 adultos e 177 criancas) que frequentava uma paréquia da area Porto, 3,7% (n=7)
estavam infetadas por Giardia spp. (Almeida et al., 2006).

Relativamente aos estudos envolvendo a detecao de Giardia em caes, Neves et al. (2010),
obtiveram, em animais que foram presentes a consulta hum hospital veterinario da regido do
Porto, uma prevaléncia de 7,4% (n=13/175) em animais sem sintomatologia compativel com
giardiose e de 15,5% (n=30/193) em cdes com sinais gastrointestinais. Estes valores foram
inferiores ao obtido por Ferreira et al. (2011), de 23% (n=34/148) em cées errantes e de clinicas
veterinarias da zona de Evora. Mais recentemente, a prevaléncia de detec&o de quistos nas fezes
de cées residentes em dois canis da area de Viseu foi de 21,6% (n=11/51) (Fernandes, 2012),
enquanto a detecdo de coproantigénios nas fezes de cachorros com sinais gastrointestinais
provenientes de vérias regiées de Portugal, foi de 17,5% (n=24/137) (Maia et al., 2013).

As prevaléncias de infe¢cdo em gatos errantes da regiéo de Evora variou entre 5% (n=1/20)
e 50% (n=1/2) consoante os animais estivessem em liberdade ou confinados em gatis (Ferreira
et al., 2011).

Em bovinos jovens da regido norte do pais, a prevaléncia obtida foi de 14,1% (n=41/291)
(Mendonga et al., 2006).

2.6 Fisiopatologia e sinais clinicos

A infe¢do por protozoarios do género Giardia pode causar diarreia, desidratagédo, dor
abdominal e perda de peso. Outros sinais como esteatorreia, hematoquezia, diarreias mistas de
intestino delgado e grosso, borborigmos, letargia e anorexia, embora raros, foram também
descritos (Collins et al., 2000; Kirkpatrick, 2007). Devido a reducdo de absorcao intestinal, sdo
também comuns alguns sinais dermatolégicos provocados por deficiéncia de vitaminas
lipossoluveis (Corréa & Corréa, 1992; Ettinger, 1992; Olson et al., 2001; Ballweber et al., 2010).

Embora a maioria dos ruminantes, cdes e gatos infetados ndo apresentem sinais clinicos,
noutros animais como chinchilas e aves ja foram descritos casos fatais (Samuel et al., 2001). Os
sinais manifestam-se de forma imprevisivel, podendo ser agudos, crénicos ou intermitentes
(Samuel et al., 2001). Para além da importancia clinica, a giardiose € uma doenca com grande
impacto econémico em animais de produgdo, uma vez que provoca perdas avultadas

relacionadas com atrasos de desenvolvimento, perda de peso e diminuicdo de eficiéncia
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alimentar (lvanov, 2010). Esta parasitose é considerada a principal causa de diarreia em animais
de producao jovens, com mais de 30 dias de idade (Ilvanov, 2010). Os animais adultos raramente
apresentam sintomatologia, a menos que existam condicbes que o0s perpetuem, tais como
sobrepopulacdo, aumento de stress e problemas dietéticos (Barr, 2006). A maioria dos gatos
infetados é normotérmica, sem episddios eméticos e exibe concentracdo proteica total e indices
hemateméticos dentro dos valores normais. A doenca clinica pode resultar em diarreia ndo
responsiva ao tratamento por antibiéticos e coccidiostaticos. Coinfec¢des por Cryptosporidium
spp. ou Tritrichomonas foetus podem agravar os sinais clinicos (Scorza & Lappin, 2010; Silva et
al., 2010).

Quando colonizado com Giardia spp., o intestino delgado adquire quantidades anormais
de muco e fluidos verificando-se, também, a atrofia grave das vilosidades e hiperplasia das criptas
(Samuel et al., 2001). E, também, comum a diminuic&o do racio criptas/vilosidades e deficiéncias
na atividade das enzimas da bordadura em escova, como as dissacaridases, lipases, amilases e
proteases (Geurden et al., 2010). As alteracfes verificadas em relacdo as vilosidades e criptas
tém como consequéncia a reducdo da area de absorcao e, por conseguinte, ocorre ma absorcao
de &gua, eletrdlitos, glucose, vitaminas A e B, gordura, lactose e folatos (Samuel et al., 2001;
Scorza & Lappin, 2012). A atividade reduzida da lipase e o aumento da producdo de muco pelas
células caliciformes explicam a esteatorreia e diarreia mucdide (Zajac, 1992; Moncada et al.,
2003). O aumento da permeabilidade da mucosa intestinal, causada pela apoptose dos
enterécitos e pelos produtos téxicos dos trofozoitos, permite o transporte de macromoléculas
resultando em hipersensibilidade a proteinas alimentares (Hardin et al., 1997, Geurden et al.,
2010). O aumento da permeabilidade da mucosa é, também, responsavel pela elevacdo do
namero de linfocitos intra-epiteliais e pela ativagédo dos linfocitos T (Geurden et al., 2010). Numa
reacdo em cadeia, os linfécitos T ativam os linfécitos B, que produzem anticorpos das classes
IgA e IgE. As IgE ligam-se aos mastocitos da mucosa intestinal provocando a sua desgranulacao
e a libertagdo de varias substancias entre as quais a histamina, resultando numa reacdo
anafilatica local, com formacao de edema na mucosa e contracdo da musculatura lisa, o que
aumenta a motilidade do intestino e a renovacao dos enterdécitos. Por outro lado, os enterécitos
imaturos, pobres em enzimas digestivas, agravam o problema de ma absorcdo e diarreia
(Sogayar & Guimaraes, 2000). As IgA possuem um papel importante no controlo da infecédo por
Giardia spp., por se ligarem aos trofozoitos presentes no intestino impedindo a sua adeséo as
células epiteliais. A auséncia de IgA esta associada a giardiose crénica em humanos (Huang &
White, 2006).
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O aumento dos mastocitos a nivel intestinal e cutdneo poderd ser a causa para 0S
sintomas de alergia e urticaria associados a giardiose em cavalos e aves, bem como nos casos

de atopia em caes e gatos (Samuel et al., 2001).

2.7 Diagnhdstico

O diagnéstico de giardiose tem como base a confirmacado da presenca do parasita através
da visualizagdo do quisto e/ou trofozoito, da dete¢cdo do seu material genético ou através da
detecdo de antigénios, utilizando amostras fecais ou intestinais do hospedeiro (Samuel et al.,
2001).

Os métodos mais utilizados para visualizacdo das formas parasitaria de Giardia em
amostras fecais incluem a diluicdo de uma pequena quantidade de fezes para o exame direto e
0 recurso a técnicas de concentracdo dos elementos parasitarios através da técnica de flutuagéo
(Katagiri & Oliveira-Sequeira, 2007).

- O exame direto consiste na realizagdo de um esfregaco fecal, imediatamente apos a
colheita das fezes, dissolvendo-se uma pequena quantidade de fezes numa gota de solugdo
salina (Bowman et al., 2003). Este método permite a visualiza¢do de quistos e, ocasionalmente,
de trofozoitos, em casos de diarreia profusa e aquosa (Epe et al., 2010). O uso da gota salina em
vez da utilizacdo de 4gua serve para evitar a lise dos trofozoitos (Bowman et al., 2003). Este
método € rapido, de facil execugéo e de baixo custo, sendo o diagnostico definitivo aquando da
presenca de algum destes elementos. Contudo, a dificuldade inerente a identificagdo de quistos
exige um treino elevado para quem avalia as preparacdes. Existe a possibilidade de efetuar
coloragdo com lugol, por forma a facilitar a detecdo das formas parasitarias. Devido a
intermiténcia da eliminacao de quistos, este método devera ser repetido pelo menos trés dias no
periodo de uma semana, por forma a diminuir a possibilidade de obter resultados falsos negativos
(Dryden et al., 2006).

- A técnica de Willis é uma técnica de concentragdo por flutuacdo, e o seu principio
consiste na diluicdo de uma amostra fecal numa solucdo mais densa do que os elementos
parasitérios, permitindo a separacdo dos mesmos, que flutuam, dos detritos e residuos

alimentares que se depositam. Pode ser feita com recurso a varias solugdes tais como cloreto de
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sédio ou solucdo de sacarose, consistindo na remoc¢do das matérias flutuantes dessa solucao e
posterior visualizacdo ao microscopio, tendo também a possibilidade de ser corado para maior
facilidade de identificacdo de quistos. Um aperfeicoamento desta técnica € a flutuacdo em sulfato
de zinco a 33% (densidade = 1,18 g/cm3) com centrifugacao e colora¢cdo com lugol, tendo sido
desde ha muitos anos considerada como a técnica de referéncia para a detecdo de Giardia spp.
(Payne & Artzer, 2009; Faust et al., 2001). Esta técnica apresenta uma sensibilidade de
aproximadamente 70% quando se analisa apenas uma amostra fecal e pode alcancar 95% no
caso de exames fecais seriados feitos em intervalos de trés a cinco dias (Irwin, 2002; Lopes et
al., 2001). Este método, apesar de econdmico, necessita de um técnico capacitado para a
execucdo da técnica e leitura da preparacgéo (Thompson et al., 2008).

- A detecado de antigénios de Giardia nas fezes pode ser realizada atraves da técnica de
imunofluorescéncia indireta de ensaio enziméatico (ELISA, do inglés Enzyme-linked
immunosorbent assay) e através de testes rapidos imunocromatogréficos. Em todas elas se
utilizam anticorpos monoclonais contra proteinas da parede do quisto e/ou do trofozoito (Geurden
et al., 2010). Todos os métodos de detecdo de antigénios tém bons resultados a nivel da
sensibilidade e especificidade, contudo apresentam como maior desvantagem o facto de serem
dispendiosos. A principal vantagem da imunocromatografia em relacdo as outras técnicas
seroldgicas, € a rapidez de obtencdo dos resultados, uma vez que pode ser realizada no local,

nao havendo necessidade de recorrer ao laboratério (Geurden et al., 2010).

- As técnicas de biologia molecular tais como a PCR tém como principal vantagem o
fornecimento de informag6es sobre o gendtipo, permitindo assim a identificacdo das diferentes
espécies, sendo util para estudos epidemioldgicos e taxondmicos. Embora em teoria o limite
minimo de dete¢&o seja de um quisto, apresentando uma elevada sensibilidade, € necessério ter
em conta os inibidores presentes nas amostras fecais que podem interferir com as técnicas

moleculares (Geurden et al., 2010).

- A pesquisa de anticorpos séricos de Giardia spp. pode, ainda, ser feita com recurso a
técnicas de imunofluorescéncia indireta, mas o seu valor de diagnéstico é limitado, sendo mais
vantajoso em estudos epidemioldgicos, uma vez que nao permite distinguir entre um infecao

recente de uma ja estabelecida (Ortega & Adam, 1997; Samuel et al., 2001).
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Apesar de existirem varios métodos de diagnostico, nenhum é 100% sensivel pelo que a
combinacdo de testes para a elaboracdo do diagnéstico €, frequentemente, indicada. A
combinacdo de diferentes técnicas para despiste anual da infecdo por Giardia spp. em gatos é

aconselhada pela Associacdo Americana de Médicos Veterinarios de Felinos (Brown et al., 2005).

2.8 Tratamento

Existe alguma controvérsia quanto ao instituir, ou ndo, um tratamento para eliminagéo de
Giardia spp. a portadores assintomaticos uma vez que ao longo da vida a maioria das pessoas
sera exposta aos quistos e nao ficara doente (Saffar et al., 2005). Por outro lado, o tratamento de
gatos e outros animais infetados, doentes ou clinicamente saudaveis € fortemente recomendado
devido ao possivel risco zoon6tico (Thompson, 2004; Montoya et al., 2008; Palmer et al., 2008;
Thompson et al., 2008).

Os farmacos do grupo dos nitromidazois e dos benzimidazois séo eficientes no tratamento
da infecdo em humanos e em alguns animais de estimacao (lvanov, 2010). Os nitromidazois,
como o metronidazol e o tinidazol, sdo, frequentemente, empregues no tratamento, contudo, 0s
efeitos carcinogénicos e teratogénicos indesejados associados a uma elevada toxicidade,
restringe o seu uso, tendo sido, também, descritos casos de resisténcia (Samuel et al., 2001). O
uso de metronidazol em gatos natural ou experimentalmente € eficaz na eliminacdo dos quistos
(Wright et al., 2003; Scorza & Lappin, 2004; Escobedo & Cimerman, 2007; Lalle, 2010). Na Unido
Europeia o uso deste tipo de farmacos em animais de producédo esté proibido (Geurden et al.,
2010).

Os benzimidazois, como o fenbendazol e o albendazol, sdo 6timas alternativas aos
nitromidazois, tanto em animais de companhia como nos de producdo (Thompson, 2004). O
fenbendazol demonstrou reduzir o nimero e a duracdo da excrecao de quistos resultando num
beneficio clinico (Geurden et al., 2010). Também foi verificado que o seu uso em vitelos promove
uma melhoria na estrutura e fungéo das microvilosidades intestinais, em apenas sete dias ap6s
o inicio do tratamento (Ilvanov, 2010). Em gatos, a utilizacdo de albendazol ndo é recomendada
por causar supressao da medula 6ssea (Stokol et al., 1997).

Uma combinacéo de praziquantel, pamoato de pirantel e febantel administrada durante
trés dias consecutivos tem sido utilizada em alguns paises para tratamento da giardiose em cées
(Thompson et al., 2008).
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N&o existe imunidade permanente para Giardia spp. € 0s gatos podem ser reinfectados
poucos dias apds o tratamento aparentemente bem sucedido. O tratamento de animais que se
encontrem em situacdes de confinamento, tais como abrigos, lojas ou gatis, € mais complicado
uma vez gue o stress afeta adversamente o sucesso terapéutico (Payne & Artzer, 2009). Uma
vez instalada a infecdo num grupo de gatos, quer em abrigos, quer domiciliados, o controlo das
infecdes recorrentes torna-se mais dificil. Assim, é essencial a remocao das fezes (CDC, 2013;
Ivanov, 2010), a descontaminacdo do ambiente com produtos a base de amédnia quaternaria, a
eliminacdo dos quistos da pelagem dos animais por meio de banhos, o isolamento dos animais
com diarreia e, no caso dos gatos, a higienizacdo das liteiras (Barr & Bowman, 1994, Cimerman
& Cimerman, 1999; Scorza & Lappin, 2010). A aménia quaternaria perde consideravelmente a
sua atividade quando em contato com matéria organica, pelo que todo o material fecal deve ser
removido antes da limpeza do ambiente e das liteiras (Barr & Bowman, 1994).

2.9 Profilaxia

A prevencdao € importante pois a administragdo a longo termo de farmacos néo é util, leva
ao aparecimento de resisténcias e ndo é economicamente viavel para os animais de produgéo
(Uehlinger et al., 2007).

Devido ao seu potencial zoonético devem-se informar os tutores sobre o maneio
adequado do animal, das suas fezes e do ambiente. Deve-se, também, alertar para o
cumprimento das regras de higiene pessoal das pessoas em contacto com estes animais,
sobretudo criancas e individuos imunocomprometidos (Lopes et al., 2001).

A vacinacdo é uma alternativa ao uso de farmacos, promovendo uma protecao prolongada
contra a infecéo e prevenindo a excrecéo de quistos (Geurden et al., 2010). Nos Estados Unidos
da América existe, atualmente, uma vacina produzida com trofozoitos isolados de ovelhas,
disponivel para caes e gatos. Os estudos clinicos demonstram que a sua administracédo a animais
jovens diminui os quistos nas fezes, e elimina ou reduz o numero de trofozoitos no intestino,
prevenindo a doenca clinica (Uehlinger et al., 2007). O uso deste tipo de vacina em animais de
producao seria util, contudo, nos estudos realizados em vitelos ndo demonstrou ser eficaz quer
na diminuicdo da excrecdo de quistos quer na ocorréncia de trofozoitos no intestino, nao

prevenindo os sinais clinicos (Geurden et al., 2010).
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3. Objetivos

O objetivo principal do presente estudo foi determinar a presenca de coproantigénios de
Giardia duodenalis em gatos de rua da regido metropolitana de Lisboa e avaliar o conhecimento
de quem recolhe estes animais, acerca deste protozoario.

Os objetivos especificos foram analisar através da realizacdo de um questionario:

- Os cuidados adotados por estas pessoas para reduzir ou evitar o contacto fisico entre
0s animais recolhidos, e os demais habitantes de casa, incluindo criancas e idosos.

- Os cuidados adotados por estas pessoas para evitar ou reduzir o contacto entre 0s
animais recolhidos e os demais animais existentes na casa do adotante.

- O nimero de pessoas (incluindo individuos pertencentes a grupos de risco) e de animais
que ficaram expostas a infecdo por Giardia spp. aquando da recolha dos gatos errantes.
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4. Material e métodos

4.1 Amostras

Durante os meses de Maio, Junho e Julho de 2015, foram recolhidas fezes de 100 gatos,
cujo Unico critério de incluséo era estes animais serem de rua (ou adotados ha menos de uma
semana). Alguns gatos apresentados foram recolhidos por “associacbes” que prestam alguns
cuidados béasicos a animais de rua, alimentando-os, recolhendo-os, promovendo a sua adocéo e,
quando necessério, trazendo-os ao médico veterinario.

As zonas de recolha destas amostras tinham como origem as freguesias de Marvila e
Lumiar, em Lisboa, e de S&o Domingos de Rana e Carcavelos e Parede, em Cascais. Algumas
das amostras foram entregues pelos adotantes, a pedido do pessoal que desempenha fungbes
nas Clinicas Dogtor e da Liga Portuguesa dos Direitos do Animal. Outras foram recolhidas durante
0s atos de consulta ou cirurgias que decorreram nessas clinicas veterinarias. Na clinica Dogtor
foram recolhidas 12 amostras que foram testadas de imediato. Na LPDA foram recebidas 88
amostras, tendo todas elas sido congeladas.

Este trabalho foi aprovado pela Comisséo de Etica da Faculdade de Medicina Veterinaria

da Universidade Lus6fona de Humanidades e Tecnologias.

4.2 Questionario

Aquando da recolha das fezes, foi preenchido pelo tutor ou responséavel da coldnia de
gatos um questionario (Apéndice 1), acerca do conhecimento que tinha sobre o parasita e alguns
dados referentes ao animal. Em alguns casos houve auxilio por parte dos técnicos das clinicas
para o preenchimento de alguns itens do questionario, nomeadamente em relacéo a idade e ao
estado reprodutivo. Nalguns casos, os tutores tinham conhecimento de alguns dados dos
animais, sendo, assim, possivel determinar com alguma precisao a idade e o estado reprodutivo.
Quando necessario, a idade foi determinada pelo aspeto e desgaste da denticdo, tendo os
animais sido inseridos em trés grupos distintos: jovem (inferior a 3 anos de idade); adulto (entre
3 e 8 anos); sénior (superior a 8 anos). O estado reprodutivo foi certificado pela presenga ou

auséncia de conteldo na bolsa escrotal nos machos, e nas fémeas, consoante houvessem sinais
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de suturas na zona abdominal que pudessem indicar a realizacdo de uma ovariohisterectomia.

Os casos pouco claros foram classificados como indeterminados.

4.3 Pesquisa de coproantigénios

Ap6s a recolha, algumas amostras (n=12) foram de imediato processadas e submetidas
ao teste de detecdo de Giardia duodenalis - WITNESS® GIARDIA, adquiridas ao laboratério
ZOETIS (Figura 9). Quando arealizacao do teste ndo foi imediata, as amostras foram congeladas,
tal como indicado nas instru¢des do fabricante do teste e este foi feito apenas quando as amostras
regressaram a temperatura ambiente.

A realizacado do teste foi feita segundo as indica¢des do fabricante (Anexo 1), tendo sido
usadas apenas as partes incluidas no proprio teste — zaragatoa de algodéo, pipeta de extragéo,
solucdo tampéo e placa de teste.

As instrugbes quanto & manipulacdo do teste estdo transcritas no seguimento deste
paragrafo: «+ Retirar a parte superior, que contém a zaragatoa de algodéo, da pipeta de extragédo
da amostra fornecida. « Dispensar a solugao-tampé&o na base da pipeta de extragcdo da amostra
até que a solucao atinja a marca graduada. * Segurando a parte superior da pipeta de extragéo
da amostra, cobrir a zaragatoa de algoddo com uma amostra de fezes, ou usar uma zaragatoa
rectal. E essencial para o teste ter uma amostra de fezes com peso entre 60mg e 100mg, a fim
de garantir que a parte de algoddo da zaragatoa fica totalmente coberta de fezes. ¢ Inserir a
zaragatoa na solucdo-tampao dispensada na base da pipeta de extracdo da amostra. Fixar com
seguranca a parte superior na base e agitar durante 5 segundos de modo a assegurar uma boa
extracdo da amostra. * Abrir a saqueta fornecida e colocar a placa-teste numa superficie
horizontal plana para executar o teste, i.e. durante todo o tempo em que ocorre a migracdo da
amostra. * Quebrar a parte superior da pipeta de extragdo da amostra pela linha azul. Esta parte
contém a amostra fecal extraida. * Inverter e segurar a pipeta de extracdo da amostra em posi¢do
vertical e apertar suavemente a base de modo a depositar cinco gotas da amostra no pogo da
amostra (janela). « Se ndo houver migracéo de fluido até a janela apds um minuto, juntar uma
gota adicional de amostra na janela. « Aguardar 5 minutos e depois verificar a presenca ou
auséncia de uma banda vermelha/cor-de-rosa na janela e de uma banda azul na janela. « Os
resultados da amostra séo lidos na janela. A banda de controlo € lida na janela. * Notas: * O teste

esta completo e pode ser lido antes de decorridos 5 minutos se as bandas forem visiveis nas
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duas janelas. * A presencga de uma banda azul na janela antes de 5 minutos, nado significa que o
teste esteja completo. Uma banda vermelha/cor-de-rosa na janela pode desenvolver-se mais
lentamente do que a banda de controlo azul na janela.»

Apesar de as amostras nédo terem sido pesadas, foram tidas em conta as recomendacdes
de garantir que a parte de algoddo da zaragatoa ficasse totalmente coberta de fezes. Apés a
extracao e deposigcéo da amostra no poco da placa, foram aguardados 5 minutos até a realizagéo

da leitura.

Figura 9- Kit de teste WITNESS® GIARDIA.

O teste WITNESS® GIARDIA utiliza microesferas vermelhas de poliestireno revestidas
(particulas de latex) com anticorpos monoclonais contra G. duodenalis. Também séo utilizadas
microesferas azuis como controlo do teste. O antigénio do parasita na amostra fecal reage com
as particulas de latex que séo revestidas com anticorpos monoclonais especificos para este
antigénio. Este complexo de particulas de latex-anticorpos-antigénio do parasita migra através
da area de reacdo por um processo cromatografico. Caso a amostra seja positiva, ocorre nesta
Zona, a reacdo do complexo com os anticorpos anti-Giardia. Esta reacdo provoca o aparecimento
de uma banda vermelha/cor-de-rosa (Figura 10).
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Para validar o resultado do teste WITNESS® GIARDIA, é essencial existir uma banda azul
na janela de leitura de resultados. Foram considerados negativos os testes que apresentaram
apenas essa banda azul, e positivos os resultados que apresentavam a banda azul acompanhada
de uma banda vermelha/cor-de-rosa. Nao houve testes que nao tivessem apresentado a referida
banda azul.

Figura 10— Teste WITNESS® GIARDIA apds realizacdo. Em A um teste negativo.
Em B um teste positivo para o parasita.

4.4 Andlise estatistica

A andlise estatistica foi realizada com recurso ao programa IBM SPSS 22.0 para Mac OS.
Os testes de Qui-quadrado foram utilizados para relacionar as proporgdes de positividade entre
as diversas categorias de cada uma das variaveis em estudo, com um nivel de significancia de
95% (p <0,05).
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5. Resultados

Cinquenta e sete dos 100 gatos testados eram fémeas e 43 eram machos. A maioria
(n=61) dos animais eram inteiros e maioritariamente (n=58) com idade inferior a trés anos. Trinta
e seis animais eram adultos e apenas 6 tinham mais de oito anos de idade. Trinta dos animais
foram recolhidos diretamente para adocéo, 21 por estarem doentes e os restantes 49 tinham em
vista a esterilizagdo. Sessenta e um destes gatos voltou para a rua no final do tratamento, 24
ficaram exclusivamente em casa e 15 néo tinham ainda um futuro definido.

Todos os resultados obtidos através das respostas dadas ao questionario foram
compilados de forma resumida na tabela 5. No apéndice 2 podem ser consultadas
detalhadamente todas as informagfes relativas aos tutores e aos animais, solicitadas no

questionario.

Tabela 5- Frequéncias de resultados determinados para cada uma das variaveis mencionadas

no questionario.

Variavel Resposta Total
Ja ouviu falar em Giardia? Sim 28
N&o 72
Sabe o que é Giardia? Sim 7
N&o 93
Sabe prevenir uma infe¢éo por Giardia? Sim 0
N&o 100
Sabe tratar uma infecéo por Giardia? Sim 0
N&o 100
Idade do gato que recolheu <3 anos 58
Entre 3 e 8 anos 36
>8 anos 6
Sexo do gato Macho 43
Fémea 57
Estado reprodutivo Esterilizado 18
Inteiro 61
Indeterminado 21
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Motivo da recolha Adocao 30

Esterilizacédo 49
Doenca 21
O animal foi desparasitado aquando da recolha? Sim 27
N&o 73
Durante a estadia, o gato ficou... Isolado 67

Em contacto com | 12

outros animais

Em contacto com |21
outros animais e com

criangas e/ou idosos

Apos o periodo de recolha, o destino do gato sera... Rua 61
Casa 18
Casa com criancas | 6
e/ou idosos
Indefinido 15
Quantos animais tem em casa? 0 18
1 21
2 ou mais 61
N° de pessoas adultas na habitacdo 1 67
2 33
N° de criancas/ idosos ha habitacéo 0 73
1 6
2 ou mais 21
Resultado do teste Giardia Negativo 91
Positivo 9

Das 100 amostras testadas, nove (9%) foram positivas para Giardia duodenalis. Dos
animais que apresentaram resultado positivo para o teste, cinco eram machos e quatro eram
fémeas. Dois dos animais infetados eram idosos e sete eram jovens. A prevaléncia de infecéo foi
significativamente superior nos animais com menos de 3 anos de idade (p=0,014) (Tabela 6). .

Esta tabela identifica as frequéncias absolutas de cada um destes resultados, relacionando-os
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depois entre si. Nestes grupos, se analisados individualmente, as taxas de infecdo seriam de 12%
e 33%, para jovens e idosos, respetivamente. Nao se detetaram coproantigénios do parasita em

nenhum animal adulto.

Tabela 6- Validacdo de dados da relacdo entre resultado do teste e idade do gato através de
teste Chi-Quadrado.

Relagéo entre: resultado teste Giardia duodenalis * Idade gato
Idade do gato Total
<3anos |3a8anos | >8anos
Resultado Negativo Real 51 36 4 91
teste Esperado 52,8 32,8 55 91,0
Giardia Positivo Real 7 0 2 9
duodenalis Esperado 5,2 3,2 0,5 9,0
Total Real 58 36 6 100
Esperado 58,0 36,0 6,0 100,0
Chi-Square Tests
Value Df Asymp. Sig. (2-sided)
Pearson Chi-Square 8,5652 2 0,014
a. 2 cells (33,3%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 0,54.

N&o se verificou nenhuma associacao significativa entre a variavel sexo e a presenca de
coproantigénios do parasita (p> 0,05).

Nenhum dos gatos em que se detetou a presenca de coproantigénios de G. duodenalis
estava esterilizado, mas seis deles foram recolhidos com essa finalidade. Dos restantes animais
positivos, apenas um foi recolhido por apresentar doenga e 0s outros dois tinham como finalidade
a adocao. Durante o periodo de recolha, trés destes gatos tiveram contacto com outros animais
e um deles contactou também com criancas e/ou idosos. Os restantes seis estiveram isolados,
contactando apenas com a pessoa que os recolheu. De entre os nove gatos parasitados por
Giardia, dois deles haviam sido desparasitados aquando da recolha. Oito dos animais positivos
voltaram para a rua e apenas um foi entregue a uma familia cujo agregado familiar incluia idosos

e criangas. Aos donos deste animal foram dadas as indicagfes necessarias quanto ao tratamento
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e cuidados a ter, referentes ao isolamento do animal, higienizacdo do ambiente e dos caixotes
de aredo e a administracao do farmaco, neste caso o metronidazol.

Apenas em uma das doze amostras recolhidas em Lisboa e testadas a fresco é que se
detetaram coproantigénios de Giardia. Os outros resultados positivos (n=8) foram obtidos a partir

de amostras congeladas recolhidas em Cascais.

Quanto as pessoas que fizeram a recolha dos gatos do estudo, apenas 28 indicaram ter
ouvido falar de Giardia e s6 7 sabiam do que se tratava. Contudo, nenhum dos entrevistados
sabia como prevenir a infecdo por este parasita e em que consistia o tratamento. A maioria dos
intervenientes eram os Unicos adultos em casa (n=67) e 46 viviam sozinhos acompanhados de
dois ou mais animais. Quanto aos cuidados no contacto com o animal adotado, 68 destes gatos
interagiram somente com o tutor. Os restantes 32 gatos estiveram em contacto com outros
animais e 20 contactaram, também, com criancas e/ou idosos. Apenas 27 pessoas afirmaram ter
procedido a desparasitacdo no momento da recolha, mas néo foi incluida no questionario
qualquer questao acerca dos principios ativos utilizados para esse efeito.
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5.1 Discussao

O protozoario Giardia tem sido detetado nas fezes de gatos em todo o mundo, com
prevaléncias que variaram entre 1,5 no continente Africano e 42,6% na Europa (Bouzid et al.,
2015). Contudo, é muito dificil proceder a uma comparagédo dos resultados, uma vez que as
origens das amostras, as metodologias de recolha e até o método usado para determinar a
infecdo sdo muito diferentes.

O valor determinado neste estudo (9%), quando comparado ao de Ferreira et al. (2011)
feito em gatos no distrito de Evora, € superior relativamente aos gatos de habitacdes particulares,
com prevaléncia de 5% (1/20), mas inferior a dos gatos de canil, que indicou prevaléncias de 50%
(1/2). Ainda que a prevaléncia média determinada nesse estudo (9% - n=2/22) seja idéntica a
deste trabalho, a origem dos animais e os métodos de dete¢do do parasita ndo permitem uma
comparagdo conclusiva, uma vez que no estudo de Ferreira et al, (2011) a dete¢cdo do parasita
foi feita em exclusivo por microscopia.

A prevaléncia de Giardia duodenalis de 9% obtida no presente estudo foi ligeiramente
abaixo dos resultados obtidos em estudos feitos em Portugal em céaes, onde as prevaléncias
determinadas foram de 11,6%, 16,7% e 17,5% (Neves et al., 2010; Ferreira et al., 2011; Maia et
al., 2013).

No estudo de Neves et al. (2010), que incluia dois grupos distintos de caes, com e sem
sintomatologia gastrointestinal, os animais positivos para o parasita eram cerca do dobro no grupo
dos doentes. Tendo em conta que a recolha de amostras para este trabalho foi feita de forma
indiscriminada, independentemente de existirem sinais de afecéo gastrointestinal, e sabendo que
79% dos animais testados ndo estavam doentes, é aceitavel que a taxa de infecdo determinada
para estes animais seja inferior a de outros estudos.

A prevaléncia de infecao foi significativamente superior em gatos com menos de 3 anos
(12%), corroborando os resultados obtidos por outros autores sobre a presenca do parasita ser
maior em animais jovens (Barr, 2006; Scorza & Lappin, 2010), Contudo é importante nédo
esquecer que estes resultados podem ter sido influenciados pelo facto de 58 dos animais da
amostra pertencerem a esta faixa etaria.

Outro fator mencionado como sendo de risco é a sobrepopulagéo (Caccio et al., 2005;
Smith et al., 2007). Tendo em conta que estes gatos sdo de rua, € praticamente impossivel
determinar se estdo ou ndo expostos a este tipo de condi¢do. Entre as maiores taxas de infecdo

por Giardia spp. estdo as obtidas em estudos que tinham como origem amostras de animais
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mantidos em cativeiro em canis publicos e particulares, incluindo canis de criadores
(Scaramozzino et al., 2009; Claerebout et al., 2009). Ainda assim, as maiores taxas de infecao
descritas em estudos europeus sdo referentes a caes errantes, que chegaram a atingir 64,2%
(Marangi et al., 2010). A inexisténcia de estudos realizados exclusivamente em gatos e que
avaliem qual o comportamento destas taxas consoante o modo de vida do animal, a idade e 0
estado de saude, impede a comparacao entre os valores obtidos por este estudo e também a
previsdo de quais seriam os resultados que seriam obtidos caso reduzissemos o tamanho da
amostra para situacdes especificas.

A fim de evitar falsos negativos originados pela excrecéo intermitente de quistos muitos
autores defendem a necessidade de recolha de fezes durante vérios dias, (Thompson et al., 2008;
Epe et al., 2010). Contudo, neste estudo foi feita uma Unica recolha, uma vez que a detecdo de
coproantigénios do parasita € mais sensivel do que a visualizagdo microscopica dos quistos, pois
ao contrario desta forma parasitaria, a presenca destes antigénios de Giardia nas fezes nao é
intermitente (Geurden et al., 2008; Epe et al., 2010). Caso as amostras tivessem sido testadas
por técnicas coprologicas, é provavel que nao fosse possivel detetar parasitas em todas as que
foram positivas na pesquisa de coproantigénios.

O facto de alguns animais terem sido recolhidos pela mesma associacao é sugestivo de
gue alguns destes gatos pertengam a uma unica colonia e que, provavelmente, interagiam entre
eles. Seria, assim, provavel que, estando um animal infetado, pudesse transmitir o parasita a
outros elementos do seu grupo.

Dois dos animais tinham sido desparasitados e, ainda assim, estavam infetados com o
parasita. Apesar de o gquestionario realizado ndo mencionar qual o farmaco utilizado, e de
efetivamente ndo termos qualquer informagdo quanto aos principios ativos usados aquando
dessa desparasitagdo, sabemos que nas clinicas que participaram neste estudo, o produto mais
vendido para este efeito era o “Drontal®”. Este farmaco, a base de praziquantel e embonato de
pirantel, ndo é eficaz para o tratamento da giardose (Geurden et al., 2010). Assim, é aceitavel
que, apesar de desparasitados, estes gatos continuassem infetados com Giardia duodenalis.

Embora néo tenha sido possivel quantificar o nimero total de humanos e outros animais
expostos ao parasita, a prevencdo e conhecimento deste protozoario junto das pessoas que
participaram neste estudo era praticamente nula, o que pode potenciar a exposi¢ao e o risco de
contaminacéo sobretudo a grupos de risco. Como tal, a informacéo acerca desta parasitose deve
ser incentivada de modo mais insistente por médicos, médicos veterinarios, e outros responsaveis

de saude, junto da populacao em geral.

49



Neste trabalho ndo foram executadas quaisquer analises que permitissem identificar os
gendtipos de Giardia duodenalis presentes nas amostras positivas. Desta forma, € impossivel
determinar se 0s animais parasitados representavam um risco quer para as pessoas quer para

as outras espécies animais que contactaram com oS mesmos.
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6. Concluséo

Este estudo evidencia a falta de conhecimento por parte dos curadores/adotantes de
gatos de rua sobre este parasita e a falta de cuidados basicos de prevencéo, ndo sé para Giardia
spp. mas também para outros parasitas bastante comuns e com potencial zoonético.

O bem-estar da populacdo quer animal quer humana passa por avaliar o risco de
exposicdo a agentes patogénicos e de instaurar planos de prote¢cdo e diminuicdo da sua
presenca, pelo que seria importante a realizacdo a curto prazo de estudos mais alargados, néao
s6 nesta espécie animal mas também em outros animais de companhia, com recurso a outras
técnicas de modo a avaliar ndo s6 a prevaléncia real desta parasitose mas, também, determinar
se 0s genotipos de Giardia presentes nas amostras positivas tém potencial zoonético. Também
0S prejuizos provocados na producdo animal poderiam ser reduzidos caso a identificagdo dos
genotipos mais prevalentes no nosso pais fosse estabelecida e aplicados os planos de prevengéo

necessarios.
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(Apéndice 1)

Questionario

s

O presente questiondrio € realizado no ambito de uma prova de Mestrado
Integrado em Medicina Veterinaria da ULHT e tem por objectivo estudar a prevaléncia
de infeccdo de gatos errantes por espécies de Giardia.

As informacfes obtidas s@o confidenciais e serdo interpretadas apenas pelo
Mestrando e seus Professores Orientadores envolvidos na realizagcéo deste estudo.

O questionario € composto por catorze perguntas e deve ser preenchido por
proprietarios ou responsaveis de gatos que foram recolhidos diretamente da rua ha
menos de uma semana.

Assinale com um X a resposta que melhor representa a sua situacao e a desse
animal. Cada pergunta deve ser marcada apenas com uma das hipéteses de resposta.

O tempo necessario para o preenchimento deste questionario € de cerca de
trés minutos.

Agradecemos a sua colaborag&o neste estudo.



1) Alguma vez ouviu falar em Giardia?

Sim

Nao

2) Sabe o que € Giardia?

Sim

Nao

3) Sabe como prevenir a contaminagdo com Giardia?

Sim

Nao

4) Sabe como tratar uma infe¢édo por Giardia?

Sim

Nao

5) Qual a idade estimada do gato que recolheu da rua?

Inferior a 3 anos

Entre 3 e 8 anos

Superior a 8 anos

6) Qual o sexo do gato que recolheu da rua?

Macho

Fémea

7) Qual o estado reprodutivo do animal que recolheu da rua?

Esterilizado

Inteiro

N&o é possivel determinar

8) Qual o motivo da recolha deste animal?

Pretende adotar este gato

Pretende esterilizar este gato, por forma a ndo aumentar a quantidade de gatos de
rua

O gato estava doente e trouxe-o para poder ser assistido por um Médico
Veterinario

Outra situacdo




9) Aquando da recolha, desparasitou o gato que recolheu?

Sim

Nao

10) Durante o tempo que o animal ficar sob sua guarda, ele ficara:

Isolado, apenas mantendo contacto consigo

Em contacto consigo e com outros animais

Em contacto consigo e com criancas e/ou idosos

Em contacto consigo, com outros animais e com criancas e/ou idosos

11) Apés o tratamento ter terminado, o gato sera:

Devolvido a rua de onde foi recolhido

Adotado por uma familia sem criangas/idosos

Adotado por uma familia com criancas/idosos

Ainda néo esta definido

12) Qual o nimero de animais que tem em casa?

0

1

2 ou mais

13) Qual o numero de pessoas adultas na sua habitacdo?

1

2

3 ou mais

14) Qual o numero de criancas e idosos na sua habitacdo?

0

1

2 ou mais
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Anexo 1

WITNESS® GIARDIA

INTRODUCAO

A Giardia intestinalis (sin. G. duodenalis ou G. lamblia) € um protozodrio parasita
gastrintestinal de vérias espécies (p. ex., caes, gatos) cuja infecao produz um quadro
variavel, que vai desde a auséncia de sinais clinicos até diarreia aguda ou crénica. Deste
parasita flagelado conhece-se dois estadios morfologicos diferentes: uma forma de
multiplicacdo intestinal assexuada, designada trofozoito, e uma forma enquistada,
imediatamente infeciosa, que é excretada e se designa quisto. A infegcdo ocorre por
contacto oro-fecal com animais infetados ou por ingestéo de agua ou material ambiental
contaminado.

Os sintomas surgem aproximadamente as 1-3 semanas apos a infecao, sendo o periodo
de incubagdo habitualmente de 8 dias. As manifestacdes clinicas tipicas incluem
diarreia, perda de peso e atraso do crescimento. A doenga pode ser auto-limitante ou
provocar diarreia cronica ou ma absorcao intestinal. O teste pode ser utilizado para
efetuar o rastreio em animais jovens tais como cdes e gatos com idades entre as 6
semanas e 0s 5 meses. Pode também ser utilizado em animais mais velhos que
apresentem diarreia crénica caso se suspeite que a Giardia é a causa. Visto que podem
existir portadores de Giardia assintomaticos, os resultados do teste e as decisdes de
tratamento devem ser sempre considerados no contexto de toda a informacéao clinica

disponivel.

PRINCIPIO DO TESTE

O teste utiliza microesferas vermelhas de poliestireno revestidas (particulas de latex)
com anticorpos monoclonais contra a Giardia intestinalis. Também sao utilizadas
microesferas azuis como controlo do teste. O antigénio do parasita na amostra fecal
reage com as particulas de latex que sdo revestidas com anticorpos monoclonais
especificos para este antigénio. [Este complexo de particulas de
latex/anticorpos/antigénio do parasita migra através da &rea de reacao por um processo
cromatogréfico. Nesta zona, os anticorpos anti-Giardia reagem com o complexo de
particulas de latex/anticorpos/antigénio do parasita. Esta reacdo provoca o

aparecimento de uma banda vermelha/cor-de-rosa.
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AMOSTRAS E CONSERVACAO

Material de teste necessario: fezes de cdo ou gato.

As amostras de fezes podem ser conservadas a +4°C durante 24 horas. Se for
necessaria uma conservacao por um periodo superior, as amostras podem ser
congeladas a -20°C. As amostras congeladas devem atingir a temperatura ambiente

antes de serem utilizadas.

CONTEUDO DO KIT DE TESTE

A. 5 saquetas contendo, cada uma, 1 placa-teste e dessecante.
B. 5 pipetas descartaveis de extracao da amostra.

C. 1 frasco de solugéo-tampéo.

D. Instrucdes de utilizacao.

PRECAUCOES

1. Nao usar componentes fora do prazo de validade.

2. Manter o kit de teste entre +2°C e +25°C. Nao congelar.

3. Usar o teste durante os 10 minutos ap6s a abertura da saqueta.

4. Evitar tocar ou danificar a membrana das janelas (1), (2) ou (3).

5. A placa-teste deve ser colocada numa superficie horizontal plana durante a realizagéo
do teste.

6. Usar uma pipeta de extragdo diferente para cada amostra.

7. Manter a pipeta de extracdo na vertical enquanto deposita a amostra.

8. Manipular todos os reagentes e amostras como material com risco bioldgico.

9. Apenas para uso veterinario.

APOIO TECNICO

Para assisténcia técnica, por favor contactar: Zoetis Portugal, Lda Telefone:

214.235.500. E-mail : zoetis.portugal@zoetis.com

REALIZACAO DO TESTE E RESULTADOS

1. COLHEITA DA AMOSTRA

* Retirar a parte superior, que contém a zaragatoa de algodao, da pipeta de extragio da
amostra fornecida.

+ Dispensar a solugdo-tampédo na base da pipeta de extragdo da amostra até que a

solugdo atinja a marca graduada.


mailto:zoetis.portugal@zoetis.com

» Segurando a parte superior da pipeta de extracdo da amostra, cobrir a zaragatoa de
algoddo com uma amostra de fezes, ou usar uma zaragatoa rectal. E essencial para o
teste ter uma amostra de fezes com peso entre 60mg e 100mg, a fim de garantir que a
parte de algodao da zaragatoa fica totalmente coberta de fezes.

* Inserir a zaragatoa na solugédo-tampéo dispensada na base da pipeta de extracdo da
amostra. Fixar com seguranga a parte superior na base e agitar durante 5 segundos de

modo a assegurar uma boa extracdo da amostra.

2. DEPOSICAO DA AMOSTRA

* Abrir a saqueta fornecida e colocar a placa-teste numa superficie horizontal plana para
executar o teste, i.e. durante todo o tempo em que ocorre a migragdo da amostra.

* Quebrar a parte superior da pipeta de extragao da amostra pela linha azul. Esta parte
contém a amostra fecal extraida.

* Inverter e segurar a pipeta de extragdo da amostra em posicao vertical e apertar
suavemente a base de modo a depositar cinco gotas da amostra no po¢o da amostra
(janela (1)).

» Se nao houver migragdo de fluido até a janela (2) ap6s um minuto, juntar uma gota

adicional de amostra na janela (1).

3. LEITURA DO TESTE

* Aguardar 5 minutos e depois verificar a presenca ou auséncia de uma banda
vermelha/cor-de-rosa na janela (2) e de uma banda azul na janela (3).

* Os resultados da amostra sao lidos na janela (2). A banda de controlo € lida na janela
3).

Notas:

* O teste esta completo e pode ser lido antes de decorridos 5 minutos se as bandas
forem visiveis nas duas janelas (2) e (3).

* A presenga de uma banda azul na janela (3) antes de 5 minutos, nédo significa que o
teste esteja completo. Uma banda vermelha/cor-de-rosa na janela (2) pode desenvolver-

se mais lentamente do que a banda de controlo azul na janela (3).

4. RESULTADOS
Negativo - Uma amostra € negativa para antigénios da Giardia intestinalis se n&o houver
uma banda vermelha/cor-de-rosa visivel na janela (2) e houver uma banda azul visivel

na janela (3).



Positivo - Uma amostra é positiva para antigénios da Giardia intestinalis se houver uma
banda vermelha/cor-de-rosa visivel na janela (2) e houver uma banda azul visivel na
janela (3).

Nota: Um teste so é valido se houver uma banda azul na janela (3). Se ndo houver uma
banda azul na janela (3), o teste ndo é valido e deve ser repetido.

Lembre-se: O resultado de um teste deve ser sempre interpretado tendo em conta o

contexto de todas as informacdes clinicas e o historial do céo ou do gato testado.
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